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OTRO METODO





En la investigacion microscopica del bacilo de Koch
hemos de tener en cuenta, mas que su forma, en extremo
variable, su comportamiento frente a los dcidos, a los
alcalis, al alcohol y a las materias colorantes. El detalle
forma, ha dicho Nicolle, debe ceder el paso al detalle co-
loracion.
El bacilo de Koch pertenece, como es sabido, al grupo,
ya demasiado numeroso, de los microbios acido-resistentes.
Esto es, tarda en colorarse, pero, una vez que ha fijado
la materia tintorea, resiste a la decoloracion por los acidos
y aun por el alcohol (i). No vaya a creerse, sin embargo,
que la acido-resistencia de tales microbios no reconoce
limites. Todas las bacterial acido-resistentes, incluso el
bacilo de Koch, llegan a decolorarse completamente, una
vez tenidas, por la accibn prolongada de los acidos fuertes.
(i) La alcali-resi tencia , fundamento del mctodo de Gasis, no nos
interesa por el mcmento.
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Pero parece demostrado que el bacilo tuberculigeno goza
de una mayor acido-resistencia que los demas del grupo.
Los metodos de tincion del bacilo de Koch, mis corrien-
temente usados, se fundan precisamente en la mencionada
cualidad, en la acido-resistencia. Tales son los metodos de
Ziehl-Neelsen, de Gabbet, de Frankel, de Spengler, de
Blot, etc.). Todos ellos dan excelentes resultados en ma-
nos de los verdaderos especialistas. Sin embargo, el de
Biot merece nuestra preferencia por su sencillez, rapidez
y seguridad.
Asi y todo, nos ha parecido que el m6todo de Blot
era susceptible de modificaciones tan importantes como
practicas, y en tal sentido hemos realizado una serie de
ensayos cuyos resultados vamos a exponer.
En el metodo de Biot, la decoloracion del bacilo de
Koch mediante el acido nitrico al '/41 se sigue de la ac-
cion del alcohol absoluto y la recoloracion con el formol
oficinal (soluci(5n acuosa al 40 por ioo). Pues bien, hemos
logrado la decoloracion utilizando e1 alcohol clorhidrico
(alcohol de 95', 70 c. c.; agua destilada, 30 c. c. acido
clorhidrico, i c. c.), con lo que se consigue, primero, una
decoloracion menos brutal, mis paulatina y mas elec-
tiva, y segundo, realizar en un solo tiempo lo que Blot
logra en dos etapas, esto es, media la acido y alcohol-
resistencia del bacilo. Asimismmo, despu6s de numerosas
pruebas, nos hemos convencido de la inutilidad del .m-
pleo del formol puro para decolorar el bacilo de Koch,
porque igual efecto se consigue con una solucion de formol.
al 5 por ioo y aun al i por ioo.
Con tales modificaciones el metodo de Biot no solo
resulta perfectamente utilizable en la investigation del
bacilo de Koch en los fyottis, sino, y esto es de gran im-
portancia, tambien en los tortes.
He aqui como debe procederse:
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1.11 Colorac16n con la fuchina de Ziehl (i) en caliente
(hasta la emision de vapores, pero no hasta la ebullicion),
dejandola enfriar y volviendo a calentar por tres veces,
sin que por un momento llegue a secarse el colorante
sobre la preparaci6n. Dejad enfriar por ultima vez unos
minutos.
2.° Lavar en agua corriente.
3.0 DecoloraciSn con alcohol clorhidrico, durante 5-io
minutos.
4.0 Lavar en agua.
5.o Recoloracion en formol al 5 por roo (formol ofi-
cinal, 5 c. c.; agua ordinaria o destilada, 95 c. c.), por 3-5
minutos.
6.0 Lavar en agua (2).
7.0 Secar en la llama y examinar con inmersion, ya
directamente o previo montaje en balsamo del Canada.
El bacilo de Koch resalta admirablemente en color
violeta obscuro casi negro. Algunos bacilos tuberculigenos
presentan dos clases de granulaciones tenidas con desigual
intensidad. El protoplasma bacilar aparece en ciertos casos
como condensado en la periferia, con el aspecto de una
vaina Ilena de granulaciones. Otros bacilos, tambien tu-
berculigenos, no muestran, al parecer, protoplasma gra-
nular y figuran cadenas de granos separados por espacios
claros, imagen que recuerda la de los estreptococos. En
fin, en ocasiones se denuncian granulaciones protoplasmd-
(i) Emplear la fuchina de Ziehl de Griibler (Carbolfuchsin), pues
la.s soluciones preparadas en los distintos laboratories no poseen igual
poder colorarte. Vease nuestro trabajo en Revista Veterinaria de Espana.
Vol. VIII, n.° 13.
(2) La coloraci6n do fondo con alcohol picricado, que on otra
ocasiun habiamos propuesto, no la conceptuamos absolutamente indis-
pensable.
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en agua, se trasladan con la aguja a un pocillo de porce-
lana que contenga de 5 a ro c. c. de carbolfuchsin (i). Se
coloca este pocillo sobre la platina de Malassez o sobre una
lamina metalica, y se calienta el colorante hasta la emi-
sion de vapores, dejandole despues enfriar lentamente.
5.° Lavado en agua abundante.
6.0 Decoloracion en alcohol clorhidrico, 5-10 minutos,
esto es, hasta que los cortes queden con un color vio-
leta palido. Casi siempre hay que renovar el alcohol
clorhidrico porque se enturbia.
7.0 Lavar en agua.
8.° Recoloracion del bacilo de Koch en formol al
5 por loo (formol, V gotas; agua destilada, 5 c. c.) du-
rante 5 minutos.
9.0 Lavado en agua (2).
lo. Alcoholes; xilol fenicado o esencias de clavo,
bergamota, oregano, etc.
rl. Montaje en balsamo del Canada.
Los nlicleos de las celulas se tinen en violeta palido;
los protoplasmas quedan incoloros; las granulaciones de
las celulas cebadas, en violeta intenso; el bacilo de Koch
en violeta obscuro, violeta negro.
Laboratorio de Histologia y Anatomia fiatologica de la
Escuela de Veterinaria. Santiago.
(t) Es preferible utilizar una fuchina de Ziehl que no contenga
mas de 2 1/4 por roo de acido fenico para que los cortes iio se con-
traigan demasiado.
(2) Puede hacerse una coloration de fordo con la picro-fuchina de
van Giesson, con el picro-indigo-carmin de Cajal, con la mezcla a
partes iguales de ambos colorantes o con soluci6n acuosa formolada
de safranina . Pero esta doble coloration no es absolutamente indis-
pensable.
